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Determinacéo das Caracteristicas Fisico-quimicas da Atividade B-glucosidase
presente no Complexo Enzimatico de Aspergillus versicolor
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Resumo

Os fungos filamentosos possuem grande potencial para producdo de enzimas de interesse industrial, e neste
contexto a enzima [B-glucosidase desperta a atencdo, devido a sua importancia biotecnoldgica, por serem
aplicadas nos mais variados setores industriais, e principalmente por desempenhar papel fundamental nos
processos de conversdo final da biomassa celulésica a glicose. Diante desse cendrio, neste estudo foi avaliada
a producdo da enzima B-glucosidase por uma estirpe de fungo filamentoso isolado da regido amaz6nica
identificado como Aspergillus versicolor, e realizada a caracterizagdo da atividade da enzima quanto aos seus
parametros fisico-quimicos. Nés verificamos que Aspergillus versicolor tem sua temperatura maxima de
produgao de B-glucosidases em 120h de cultivo submerso. Atuando em uma faixa de pH intermediaria entre
a acida e a neutra, tendo as mais altas atividades enzimaticas nos pH’s 5.0, 5.4 e 6.0. A Temperatura 6tima
da enzima foi de 60°C combinada com pH 6.0, podendo também atuar em 70 e 50°, sendo estavel em 50°
por mais de 1 hora de incubacéo, e por cerca de 30 minutos em 60°C, e 15 minutos em 70°C. Os valores das
constantes cataliticas da enzima foram: Km = 15,62uM e Vmax = 0,448uM. Os dados obtidos nesse estudo
sdo interessantes pois indicam as principais caracteristicas e o potencial da enzima produzida por esta estirpe
para aplicacdo em bioprocessos industriais.

Palavras-Chave: B-glucosidase, Caracterizacdo enzimatica, Aspergillus versicolor.

Determination of the Physical-Chemical Characteristics of the Activity p-glucosidase present
in the Aspergillus versicolor Enzymatic Complex. The Filamentous fungi have great potential for
the production of enzymes of industrial interest, and in this context the enzyme B-glucosidase
arouses the attention, due to its biotechnological importance, since this enzyme can to be applied in
the most varied sectors of industrial, and especially for his performance in thein the processes of
final conversion of cellulosic biomass to glucose. In this study, the production of the enzyme f-
glucosidase by a strain of filamentous fungus isolated in the Amazon region and identified as
Aspergillus versicolor was evaluated, and the enzyme activity characterization was performed for
its physicochemical parameters. We have verified that the fungi Aspergillus versicolor has its
maximum production temperature of B-glucosidases in 120h of submerged culture. The enzyme acts
in an intermediate pH range between acid and neutral, having the highest enzymatic activities at
pHs 5.0, 5.4 and 6.0. The optimum temperature of the enzyme was 60 ° C combined with pH 6.0,
and it could also act in 70 and 50 °, being stable at 50 ° for more than 1 hour of incubation, and for
about 30 minutes at 60 ° C, and 15 minutes at 70 ° C. The values of the catalytic constants of the
enzyme were: Km = 15.62uM and Vmax = 0.448uM. The data obtained in this study are interesting
because they indicate the main characteristics and the potential of the enzyme produced by this
strain for application in industrial bioprocesses.
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1. Introducéo

As enzimas de origem microbiana possuem
uma vasta aplicacdo industrial nos mais variados
bioprocessos. As enzimas microbianas s&o
conhecidas como enzimas superiores aguelas
obtidas a partir de outras fontes (animas, por
exemplo), devido a facilidade de produgdo e
recuperacao dessas enzimas, particularmente para
aplicacBes em industrias que requerem baixo
custo e rapidez no processo (NIGAM, 2013).

A enzima B-glucosidase é alvo de grande
interesse industrial, por exemplo, na industria
alimenticia elas sdo empregadas para realcar o
sabor de alimentos e bebidas, além de possuirem a
capacidade de liberar vitaminas, antioxidantes e
outras biomoléculas, possibilitando um maior
aproveitamento dos alimentos (DOUGHERTY et
al., 2012). Na atualidade, as enzimas J-
glucosidases tem atraido considerdvel atencéo
devido ao seu papel importante na biotecnologia
de produgdo de etanol combustivel a partir de
residuos agricolas (SINGHANIA et al., 2013).

A principal reacao que as B-glucosidases
catalisam ¢ a hidrdlise de ligagoes B-glicosidicas
em glicosideos de baixa massa molecular
(COULON, 1998). Estas enzimas clivam liga¢des
do tipo PB-1-4 de substratos solGveis como
celobiose, celodextrinas e outros oligossacarideos
solaveis (com menos de sete unidades
monoméricas) além também de substratos
cromogénicos, como p-nitrophenyl (XU et al.,
2007; LYND, 2002; ZHANG et al., 2009).

No contexto de aplicacdo de B-glucosidases
na producdo de etanol de segunda geracéo, essas
enzimas agem em conjunto com celulases
(enzimas que desconstroem a fibra de celulose
presente na biomassa vegetal. Os polimeros da
celulose sdo degradados em glicose através de
acOes sinérgicas dessas enzimas, onde as
Endoglucanases (primeiras celulases a agirem na
fibra) clivam a regido amorfa da cadeia de
celulose, liberando cadeias menores, ou seja,
oligossacarideos de diversos tamanhos com
terminais redutores e ndo redutores que servem de
substrato para a préxima enzima do complexo
celulolitico, as Exoglucanases que atuam nessas
regides terminais das cadeias, clivando-as, e
liberando oligossacarideos solGveis (com menos
de sete unidades monoméricas), celodextrinas e
dimeros de glicose como a celobiose, e sobre
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essas moléculas menores a PB-glucosidase atua,
clivando-as e liberando mondmeros glicose
(TOLAN, 2002; LYND et al., 2002; DEVAUX,
2005).

As B-glucosidases sdo produzidas por micro-
organismos de diferentes espécies, sendo que
fungos do género Aspergillus séo conhecidos pela
eficiente produgdo desta enzima. B-glucosidases
de Aspergillus tem sido utilizadas para
suplementar misturas enzimaticas que ndo
apresentam atividade eficiente desta enzima,
como 0s extratos enzimaticos de fungos do género
Trichoderma (WARD et al., 2006; AHAMED et
al.,, 2008). De modo geral, B-glucosidases de
fungos séo preferidas em relacdo as de bactérias
devido a sua capacidade de produzirem alta
atividade enzimatica, o desempenho dos fungos
na produgdo e secrecdo de enzimas complexas
pode ser devido ao seu sistema de secrecéo
eficiente, ndo encontrado em bactérias, 0 que as
torna dificeis ou invidveis para serem projetadas
para producdo destas enzimas em grandes
guantidades (AMOREA; FARACO, 2012).

A viabilidade da aplicacdo de B-glucosidases
esta relacionada com alta eficiéncia de conversao
a baixos custos de producéo, neste sentido as
caracteristicas desejaveis para que a enzima seja
considerada viavel comercialmente sdo: a
capacidade de atuagdo em pH e temperatura
requeridas nos processos em que serdo utilizadas,
possuir baixa inibicdo pelo produto e
componentes do processo e ter estabilidade
térmica (BUSTO et al., 1995; CASTRO, 2010;
SHI et al., 2011). Assim, 0 objetivo deste estudo
foi caracterizar a atividade p-glucosidase no
complexo enzimatico de uma estirpe de A.
versicolor, isolado na regido amazbnica, quanto
aos parametros fisico-quimicos, pH, temperatura,
estabilidade térmica, efeitos de ions metais na
atividade enzimética e ainda determinar 0s
parametros cinéticos de Michaellis-Menten, como
constante de Michaellis (Km) e velocidade
méaxima (Vmax.) da enzima.

2. Material e Método
2.1 Micro-organismo

O fungo filamentoso utilizado neste estudo foi
previamente isolado de material vegetal
processado em uma biorefinaria do municipio de
Presidente Figueiredo no estado do Amazonas
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(latitude 01° 96' 04"S e longitude 60° 14' 37" W),
e identificado como Aspergillus versicolor, por
Carvalho (2009). O mesmo encontrava-se
preservado em frascos com agua destilada
esterilizada, conforme o método de Castellani
(1939) no Laboratério de Microbiologia Industrial
do Centro de Apoio Multidisciplinar (CAM) da
Universidade Federal do Amazonas. A partir das
amostras preservadas, o fungo foi reativado. Os
esporos foram inoculados em placas de Petri
contendo meio Batata Dextrose Agar (BDA) e
incubados a 30°C por sete dias para crescimento.
Apo0s crescimento a cultura foi repicada para o
meio BDA em tubo inclinado onde ficou
crescendo até esporulacdo, aproximadamente 12
dias.

2.2 Padronizacéo do Ino6culo

Apos esporulacdo em meio BDA em tubos
inclinados era preparada uma suspensdo de
esporos com agua destilada esterilizada de onde se
retirava uma aliquota e realizava-se a contagem de
esporos em camara de Neubauer conforme
metodologia de Alfenas e Mafia (2007). Esse
procedimento foi feito para o preparo dos pré-
inéculos.

2.3 Meio de Cultivo Submerso

O meio de cultivo utilizado foi 0 meio liquido
de Mandels (MANDELS e WEBER 1969),
composto de: KH,PO, (2.0g/L), CaCl,2H.0

(0,59/L), MgSO47H.O (0,3g/L), (NH4) ,SO4
(1,4g/L), Ureia (0,3g/L), Peptona (1,0g/L),
Extrato de levedura (0,25g/L), FeSO.7H:0

(5mg/L), MnSO47H.O (1,6mg/L), ZnSO.7H,0O
(1,4mg/L), CoCl26H2, suplementado com a fonte
de carbono: glicose 1% massa/volume (m/v) no
caso de pré-in6culo, ou com 1% (m/v) de celulose
microcristalina  (Avicel), para producdo de
enzima.

24 Producdo de p-glucosidase por
Aspergillus versicolor em cultivo submerso
Para andlise do perfil cinético de producdo
enzimatica em relagdo ao tempo, o pré-inéculo foi
preparado com meio Mandels (glicose 1%) e
inoculado com 5 % de solu¢do de esporos na
concentragdo de 242, 75 x 10° e incubado em uma
incubadora de agitacdo orbital (Shaker) a 30°C,
200rpm por 72h para crescimento micelial. Apos
esse periodo, 5mL desse cultivo foi transferido
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para frascos erlenmeyers contendo 100mL de
meio Mandels (Avicel 1%), foram preparados 5
frascos a partir do mesmo pré-inoculo, e a cada 24
horas retirava-se um frasco para andlise, o periodo
total de retirada foi de 120 horas. O cultivo de
cada frasco foi centrifugado imediatamente apds a
retirada, em centrifuga 5810 R, Eppendorf, por 10
min a 4,000 x g e 4°C para remocéo de células, o
sobrenadante foi estocado a 4°C para anélises
posteriores.

Para a caracterizacdo da enzima, realizou-se
uma inducdo direta no tempo onde se obteve a
mais alta atividade, previamente determinado na
cinética de producgdo. Ajustando a concentracéo
da solucéo de esporos e o volume inoculado para
10% (v/v). Assim, o pré-indculo, foi feito com
10mL de suspensdo de esporos na concentracao
de 1,313 x 10°% em 100mL de meio Mandels com
glicose 1%, incubado a 30°C sob a agitacdo
constante de 200rpm, por 72h. Apds esse periodo,
10% do pré-inéculo contento o crescimento
celular foi transferido para outros frascos de
500mL contendo 100mL de meio Mandels com
1% de fonte de carbono celul6sica (Avicel). Os
frascos, em triplicata, foram incubados a 30°C a
200rpm.  Ap6s o tempo de cultivo, o0s
sobrenadantes foram centrifugados para remogao
de micélio, e o0 extrato enzimatico bruto
(sobrenadante de cultivo sem micélio) foi
estocado a 4°C para as analises posteriores.

2.5 Determinagio da atividade -
glucosidase

A atividade B-glucosidasica foi quantificada
seguindo-se a metodologia descrita por Ghose
(1987), e a glicose liberada na reacdo da enzima
sobre o substrato foi quantificada utilizando-se um
kit comercial baseado na reacdo da glicose
oxidase (GOD). Todos o0s ensaios foram
realizados em triplicatas de reacéo.

Para a reacdo, foi usado como substrato da
enzima uma solucdo de celobiose a 2% dissolvida
em tampédo citrato 50mM, pH 5.0. O extrato
enzimatico foi previamente diluido na proporcao
1:1 com tampéo citrato nas mesmas condic¢des. Os
ensaios foram realizados em microtubos tipo
eppendorf de 2mL, a solucdo de reacdo foi
composta por 50uL de celobiose 2% e 50uL de
extrato enzimético diluido. Os controles foram
feitos da seguinte maneira: o controle da enzima
(CE) foi composto por 50uL de extrato
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enzimaético diluido e 50uL de tampdo, e o controle
do substrato (CS) possuia 50uL de celobiose e
50uL de tampdo. O branco (Zero) reacional era
composto por 100uL de &gua destilada. Depois de
agitar em vortex os tubos foram incubados por
15min a 50°C em banho-maria, decorrido o tempo
de reacdo, as amostras foram resfriadas em banho
gelado e em seguida aos tubos foi adicionado 1mL
do reagente GOD e incubado por mais 15min na
temperatura de 37°C, decorrido esse tempo foi
adicionado 910uL de agua destilada e entdo foi
feita ~a leitura da  absorbancia em
espectrofotbmetro a 505nm, onde o branco
reacional foi utilizado para zerar o equipamento.

A glicose liberada na reacdo foi quantificada
por intermédio do fator de calibracdo (FC) da
glicose padrdo presente no kit GOD, com a
relacéo:

Glicose liberada (mg/mL) =
FC * Absorbancia da amostra.
Onde o fator de calibragdo foi determinado pela
seguinte relagéo:
FC = CP/AB

Onde, CP: concentracdo do padrdo e AB:
absorbancia do padrdo (triplicata). Apo6s
guantificar a glicose liberada, a atividade de B-
glucosidase em U/mL foi calculada utilizando-se a
equacdo padrdo para unidade de atividade, onde,
uma unidade de atividade corresponde a 1pmol de
produto liberado por mL por minuto, conforme a
equacéo:

H 3
Atividadd 2 |= Gx10" 1 vt 44
L) 180t ve

Sendo: Gli = Concentragdo de glicose (mg/mL);
10%= fator de transformacdo de mg/mL para
pg/mL; 180 = fator de transformagdo de pg para
pmol, de acordo com a massa molar da glicose. t
= tempo de reacdo (min); vt = volume do meio
reacional; ve = volume de enzima utilizada no
ensaio; fd = fator de diluicéo;

2.6 Determinacao do pH 6timo

Para determinacdo do pH 6timo da atividade
B-glucosidasica  foi  utilizado o tampédo
Citrato/Fosfato (Mcllvaine), com variacdo do pH
de:26-3.0-36-42-46-50-54-6.0-
7.0 — 8.0. Onde para obtermos a solucdo nessas
faixas de pH’s foi preparado uma solucédo estoque
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de fosfato de sédio dibéasico (NazHPO4) 0,2M e
outra solucdo estoque de &cido citrico 0,1M, estas
solugdes foram misturadas nas proporcdes
mostradas na tabela 1, para que se obter um
volume final de 20mL. Apds a mistura e
homogeneizacdo, foi feita a medicdo do pH
utilizando um pHmetro para avaliar se a solucéo
final encontrava-se com o valor de pH desejado.
Nas solugdes em que o pH ndo atingiu o valor
desejado foram feitos ajustes utilizando o NAOH
(hidréxido de sédio) ou HCL (&cido cloridrico). O
extrato enzimatico previamente diluido na
propor¢cdo 1:1 com o tampdo Mcllvaine nos
diferentes pH’s foi incubado para reacéo
enzimatica, conforme metodologia descrita no
item 2.6. A faixa de pH’s onde se obteve maiores
atividades em U/mL foi determinado como a faixa
otima.

Tabela 1- Combinagdo de volumes para obtengdo de
tampdo citrato/fosfato McILVAINE. (1921).

aager 0] A
2.6 2,18 17,82
3.0 4,11 15,89
3.6 5,70 14,30
4.2 8,28 11,72
4.6 9,35 10,65
5.0 10,30 9,70
5.4 11,15 8,85
6.0 12,63 7,37
7.0 16,47 3,53
8.0 19,45 0,55

2.6 Determinacéo da temperatura 6tima e
estabilidade térmica

Para se determinar a temperatura 6tima da
atividade B-glucosidase as reacBes enzimaticas
foram realizadas diluindo-se o extrato enzimético
com tamp@o McILVAINE, na faixa de pH 6timo
estabelecida, e adicionando o substrato celobiose
2% (preparado nas mesmas faixas de pH’s com o
mesmo tampdo) e incubando as amostras
reacionais em diferentes temperaturas de 20° a
80°C. Ap0s andlise das atividades enzimaticas em
cada temperatura, foram selecionadas as
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temperaturas onde a atividade em U/mL foi mais
alta.

A estabilidade térmica da enzima foi avaliada
pré-incubando o extrato enzimatico (diluido com
tampdo McILVAINE na faixa de pH 6tima) por
120 minutos nas  temperaturas  Otimas
estabelecidas, e a cada 15 minutos retirava-se uma
aliquota para avaliar a atividade enzimatica. Os
testes de atividade enzimatica seguiram a
metodologia de dosagem descrita no item 2.6.

2.7 Efeito de ions metais na atividade B-
glucosidase

Para determinacédo do efeito de ions metalicos
sobre a atividade p-glucosidase, 0s ensaios
enzimaticos foram realizados com a adicdo de
fons na concentracdo de 0,02M a mistura da
reacdo (GOMATHI, 2012), o ensaio foi realizado
nas nas condigdes Otimas estabelecidas (pH e
temperatura). Os ions utilizados foram: NacCl,
CaCl, MgCl, CuSos € ZnSOa.

2.8 Determinacdo dos parametros cinéticos
Km e Vméx

Para que a realizacdo dos ensaios enzimaticos
de avaliacdo dos parametros cinéticos, fossem
feitos com uma maior precisao catalitica, o extrato
enziméatico foi concentrado 10 vezes utilizando
uma coluna Vivaspin de 3kDa, conforme
instrucbes do fabricante. Os ensaios foram
realizados nas condi¢Ges Otimas estabelecidas
variando-se a concentracdo do  substrato
(celobiose) de 6 a 30mM. A atividade enzimatica
(U/ml) foi determinada em cada concentragdo de
substrato. O Vmax (velocidade méxima) e o Km
(constante de Michaelis — Menten) foram
calculados a partir do grafico do duplo — reciproco
de acordo com o método de Lineweaver e Burk
(PINTO e MENEZES, 2009).

3. Resultados e Discussao
3.1 Caracteristicas do micro-organismo

O fungo Aspergillus versicolor em meio BDA
apresenta crescimento micelial visivel de cor
branco algoddo com 2 dias de crescimento e apos
5 dias ocorre uma mudanga na coloracdo de
branco algoddo para verde oliva no centro e
branco nas bordas. Com 10 dias comega a
apresentar coloragdo bege-rosada de textura
coriacea, com reverso liso e producdo de
pigmentacdo de cor marron-vinho (Figura 1A e
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B). As estruturas reprodutivas de A. Versicolor
foram observadas com 10 dias de microcultivo,
com auxilio de microscopio optico na objetiva
100X, a estrutura reprodutiva apresenta
conidiéforo marrom brilhoso e vesiculas radiadas
(Figura 1C), de acordo com o descrito para 0
género (TEIXERA, et aI;, 2011).

Figura 1- Aspectos macroscopicos e microscopicos de
A. Versicolor, apds 10 dias de crescimento em meio
BDA (A) micélio caracteristico, lado anterior da placa;
(B) reverso da placa; (C) Estruturas reprodutivas em
microcultivo de 10 dias, objetiva de 100x. (D) blocos
de &gar com micélio de 10 dias preservados em agua
destilada esterilizada.

3.2 Perfil de Producéo de p-glucosidase por
A. versicolor em meio liquido

A produgdo da enzima B-glucosidase por A.
versicolor comegou com baixa produgdo no
periodo de 24h, porém, entre 48 e 72h houve um
pico na producdo da enzima que foi gradualmente
aumentando até atingir atividade de 0,5237 U/mL
no tempo de 120h (Figura 2), ndo tendo diferenca
estatista significativa entre a atividade observada
no periodo de 96h e 120h (p>0,05), assim o
periodo considerado o de maior producdo da
enzima esta entre 96 e 120, dessa forma, optou-se
por fazer a indugéo direta no até o tempo de 120
horas.

0,700
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0,500
0,400
0,300
0,200

0,100

Atividade enzimdtica U/mL

0,000

24 48 n 96 120 144

Tempo de cultivo (horas)
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Figura 2- Perfil cinético da produgdo de B-glucosidase
no sobrenadante de cultivo de A. versicolor. Os valores
representam média e os desvios-padrdo (N = 3).

Esse resultado corrobora com o descrito para
outros fungos do mesmo género, que obtiveram
niveis mais altos de producdo de B-glucosidase
posteriores a 72 horas de cultivo como Aspergillus
niger (QIAN et al., 2012) e outros fungos
filamentosos bons produtores de B-glucosidase,
como Fusarium oxysporum (96h) (OLAJUYIGBE
et al., 2016) e Gongronella butleri com periodos
maximos de producdo em 96 e 120h (BABU et
al., 2015).

3.3  Determinacédo do pH étimo

A atividade B-glucosidase foi mais alta na
faixa de pH's 4.6, 5.0, 54 e 6.0 (Figura 3),
evidenciando que a enzima [-glucosidase
produzida pelo A. versicolor possui melhor
atividade em pH’s proximo a faixa &cida.
Resultados similar ao reportado para Vvarias
estirpes de Aspergillus niger que apresentaram pH
6timo para atividade B-glucosidase entre 4.0 e 5.0
(ELSHAFEI et al., 2011;), enquanto que
Aspergillus glaucus apresenta pH 6timo mais
acido, 3.6 (YAN et al., 1997).

0,300 -

0,250 - ¢ % by
? ¢

0,150 | ¢

0,200 -

-

0,100 -

0,050 4 *

0,000 4
1,0

L4l

L 4

Atividade enzimatica (U/mL)

o
=]

3,0 7,0 9,0
Faixas de pH's

Figura 3 - Atividade B-glucosidasica no extrato
enzimatico de A. versicolor em diferentes faixas de
pH’s. Valores referentes as medias de réplicas
bioldgicas e triplicatas amostrais. (N=9).

As enzimas sdo proteinas que contém Varios
residuos de aminoacidos e a interacdo entre esses
residuos de aminoéacidos e o substrato influencia o
processo catalitico. Ao utilizarmos faixas de pH
diferentes, a enzima muda sua conformacdo,
tornando-se mais suscetivel a ligacdo com o
substrato, conferindo atividade ao local ativo,

99

enquanto a dissociacdo de outros grupos pode
dificultar a atividade da enzima (BERGAMASSO
e ZANIN, 2000). Por isso as enzimas sé sao
ativadas em uma faixa restrita de pH, onde se tem
a melhor atividade enzimética (DIXON e WEBB,
1979).

3.4 Determinacgdo da temperatura 6tima

A atividade enzimatica B-glucosidasica
presente no extrato enzimatico de A. versicolor se
mostrou baixa em temperaturas mais amenas
como 20 e 30°C. Em 40°C e pH 6.0 chegou a
atingir 0,169 U/mL de atividade enzimatica.
Sendo que na temperatura de 50°C o melhor pH
foi o pH 5, com atividade de 0,254 U/mL. Porém
onde se obteve uma atividade enzimatica mais
elevada foi na temperatura de 70°C, nos pH's 5.4
e 6.0 (figura 4.) No entanto ndo houve diferencga
estatistica significativa entre as temperaturas 60 e
70 graus (ANOVA, Tukey, P>0.05), para os pH’s
também ndo houve diferenca significativa entre os
pH's 5.0, 54 e 6.0 nas temperaturas testadas
(Tukey, p>0.05).
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Figura 4 — Efeito da temperatura na atividade f-

glucosidase. Valores referentes as medias de réplicas
biologicas e triplicatas amostrais (N=9).

Desta forma determinou-se que a enzima
B-glucosidase de A. versicolor apresenta
atividades mais altas em 60 e 70°C e em pH’s na
faixa de 5.0 a 6.0. A temperatura 6tima para
celulases de fungos filamentosos de uma forma
geral esta em torno de 30° a 55 °C (XU et al.,
2006). Porém os resultados obtidos nesse estudo
estdo de acordo com observado para as [-
glucosidases de outros  Aspergillus, que
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apresentaram atividade Otima entre 60 e 70
(DEKKER et al. 1986, ELSHAFEI et al., 2011)

3.5 Determinacdo da estabilidade térmica
Quanto a estabilidade térmica da atividade j-
glucosidase, observou-se que a partir de 15
minutos de pré-incubagdo na temperatura de 50°C
houve uma pequena queda na atividade que foi
gradativa até 45 min, e estabilizou apds 60 min,
sem perdas relevantes a parir dai a enzima chegou
em 120 minutos de pré-incubacdo com 67% de
sua atividade relativa (Figura 5), a estabilidade da
B-glucosidase de Aspergillus versicolor avaliada
neste trabalho mostrou maior do que o descrito
pra Aspergillus niger nesta mesma temperatura
gue apos 20min perdeu quase que 100% da
atividade (JUNIOR et al., 2014). Na temperatura
de 60°C a enzima apresentou-se estavel apos
15min de pré-incubagdo com atividade relativa de
96% (Figura 6), ap6s 60min manteve a 68% e ao
final de 120 minutos a enzima possuia uma
atividade relativa de 50%. Na avaliacdo da
estabilidade térmica de wuma PB-glucosidase
produzida por Aspergillus-SA-58 isolado de
ambiente marinho, detectou-se que a enzima em
60°C perdeu cerca de 56% de sua atividade ap6s 1
hora de incubagéo (ELYAS et al., 2010).

Em 70°C obteve-se uma maior atividade
enzimatica, porém essa temperatura ndo foi
favoravel para a manutencdo da atividade da
enzima que ap6s os primeiros 15 minutos de pré-
incubacdo, ficou com apenas 18% de sua
atividade relativa em relacéo & enzima que néao foi
pré-incubada (Figura 7). Além disso, a enzima
perdeu toda sua atividade ap6s 45 min de pré-
incubacdo. A perda de estabilidade da enzima f-
glucosidase em temperaturas mais altas também
foi reportado para o fungo termofilico
Myceliophthora heterothallica que foi estavel até
60°C perdendo totalmente a atividade em 70°C
(Silva et al., 2016), e Aspergillus fumigatus Z5
apresentou perda na atividade B-glucosidase de
50% a 70°C, e perdeu a atividade quando pré-
incubada em 80°.

Visto que a temperatura de 70°C ocasionou
desestabilidade na atividade enzimatica, embora
tenha proporcionado uma atividade alta, ela foi
excluida dos proximos experimentos, pois a
estabilidade da enzima em uma determinada
temperatura é crucial para estabelecer sua
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eficiéncia. Sendo assim, para 0s ensaios seguintes
foi utilizado a segunda melhor temperatura
avaliada (60°C) em pH 6.0, uma vez que a
avaliacdo estatistica mostrou ndo haver diferencga
significativa (ANOVA, Tukey, p>0,05) entre as
temperaturas 60 e 70°C e nem entre os pH's 5.4 e
6.0 em 60°C.
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Figura 5 — Estabilidade térmica da atividade enzimatica
na temperatura de 50°C e pH’s 5.0, 5.4 e 6.0.
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Figura 6 — Estabilidade térmica da atividade enzimética
na temperatura de 60°C e pH’s 5.0, 5.4 e 6.0.
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3.6 Efeito de ions metais
Estudos que envolvem o efeito de ions metais
sobre a atividade de uma determinada enzima sao
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importantes para se verificar o grau de interacdo
inibitéria ou potencializadora que esta enzima
sofre ao entrar em contato com tais fons, tendo em
vista que a mesma podera entrar em contato com
estes ions metais em algum processo industrial
onde ela podera ser aplicada, podendo assim ser
inibida completamente, ndo sendo viavel para
certos processos.

Dos ions metais testados, o NaCl e o CaCl;
inibiram apenas 5,8 e 5% da atividade enzimatica,
respectivamente. Enquanto que o MgCl; e o
ZnSo, tiveram efeito positivo na atividade de B-
glucosidase em 1,5% e 9%. Para B-glucosidases
de Aspergillus niger 0 ZnSo, ocasionou uma perda
de 34,4% da atividade relativa (AHMED et al.
2015) O unico ion que inibiu 100% a atividade da
enzima de Aspergillus versicolor no presente
estudo foi o CuSQ,. J& em alguns fungos o efeito
do CuSO, apresentou efeito diferente, como por
exemplo, pB-glucosidades produzidas por uma
linhagem mutante de Neurospora crassa, onde
este ion teve efeito positivo de ativar a atividade
enzimatica (YAZDI et al., 2003), esse fato
demonstra que os ifons metais agem de forma
diferente sobre cada enzima, podendo agir como
inibitérios ou estimulatorios dependendo da
enzima estudada (DAIROT, 2007).

Atividade Relativa (%)

fons Metais (0,02M)
Figura 8— Efeito de ions metais sobre a atividade f-
glucosidase de A. versicolor.

3.7 Determinacao dos parametros cinéticos

Km e Vmax

A atividade pB-glucosidasica nas diferentes
concentracbes (mM) do substrato celobiose foi
avaliada nas condigbes Otimas estabelecidas
(temperatura 60°C e pH 6.0). A velocidade é dada
em termos de pmol de produto feito, por minuto,
como a atividade enzimética (¢ dada por 1
Unidade de enzima equivale a 1pumol de produto
liberado por minuto) (PINTO e MENEZES,
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2009), os valores das atividades enzimaticas
dosadas foram utilizados para determinar o 1/V, e
os valores das diferentes concentracbes de
celobiose  (mM) foram utilizados para
determinagdo de 1/[S]. A partir da plotagem
destes dados construiu-se o grafico do duplo-
reciproco (Lineweaver — Burk) mostrado na figura
9.

9,000

8,000 y=35,162x+2,2332

R?=0,9954

7,000
6,000
5,000
4,000
3,000

1/vo

2,000
1,000

0,000
0,025

0050 0075 0,100

1/[s]

0125 0150 0175

Figura 9 — Duplo-reciproco, construido a partir da
variagdo do substrato celobiose, em relacdo a
velocidade inicial.

Através da equagdo de Lineweaver — Burk o valor
de Km e Vméax foram calculados substituindo-se
os valores da equacao do duplo reciproco gerada.

Equacdo gerada:
y =35,162x+ 2,2332

Equacéo de Lineweaver — Burk:
1 K

m

Vo Viu[S]

1
+ [
Vmax
Sendo: y =ax + b, e y = 1/Vo;
a=Km/Vmax; b = 1/Vméxe x = 1/[S].

Logo, Km = 15,62uM e Vmax = 0,448uM.

As constantes de Km e Vmax variam de
acordo com as metodologias utilizadas, e quanto
menor for o valor do Km maior é sua eficiéncia
catalitica (CASTRO e PEREIRA Jr, 2010),
portanto a -glucosidase de A. versicolor, pode ser
considerada uma enzima com eficiente
desempenho catalitico.

4. Concluséao

O fungo Aspergillus versicolor se mostrou
um bom produtor de B-glucosidases em meio de
cultivo submerso, tendo como fonte de carbono
indutora de producdo enzimatica, a celulose
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microcristalina.  Além disso, 0s parametros
avaliados indicam que esta enzima tem sua
atividade 6tima em pH 6.0 e temperatura 60°C,
sendo relativamente estavel na sua temperatura
6tima, e ainda é altamente estavel na temperatura
de 50°C, a temperatura padrdo para atividade em
conjunto com celulases Os dados obtidos nesse
trabalho séo interessantes pois indicam o potencial
da enzima produzida por esta estirpe para
aplicacdo industrial, entretanto mais pesquisas
voltadas pra otimizacdo, por exemplo, podem ser
realizadas a fim de tornar esse processo ainda
mais eficiente.
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